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RESUMO 
 
A etiologia de diversos distúrbios clínicos associados ao sistema 
imune é conferida a desordens autorreativas ou deficiências na 
resposta humoral dos linfócitos B. A experimentação in vitro tem se 
mostrado viável na bioprospecção de produtos naturais, considerados 
fonte inesgotável de compostos com potenciais atividades biológicas e 
farmacológicas. O presente trabalho realizou a triagem in vitro de 
compostos isolados de plantas com potencial atividade 
imunomodulatória sobre linfócitos B. Utilizou-se o ensaio de redução 
do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazólio (MTT) 
para determinar a citotoxicidade de oito compostos selecionados sobre 
células da linhagem linfoblatoide SKW 6.4. Em consoante, foram 
realizados ensaios imunoenzimáticos (ELISAs) para a titulação de 
imunoglobulinas totais secretadas por células SKW 6.4 em condições 
normais de cultura e sob o estímulo dos compostos selecionados. 
Metade dos compostos mostrou atividade citotóxica sobre as células 
empregadas através do ensaio de MTT, enquanto a outra metade foi 
capaz de reduzir o brometo de tetrazólio mesmo na ausência de células 
viáveis. Contagens em câmara hemocitométrica, na presença do 
corante Azul de Tripan, determinaram a viabilidade de células SKW 6.4 
quando incubadas com os compostos capazes de reduzir diretamente o 
MTT, confirmando a citotoxicidade dos mesmos quando em altas 
concentrações. A titulação de imunoglobulinas totais secretadas pelas 
células demonstrou perfis de citotoxicidade semelhantes aos 
observados nos ensaios de MTT para todos os compostos. Os 
resultados globais alcançados neste estudo demonstraram que todos 
os compostos testados possuem efeitos citotóxicos, não apresentando 
atividade imunomodulatória sobre a linhagem linfoblastoide utilizada. 
Concluiu-se, ainda, que parte dos compostos analisados é capaz de 
reduzir diretamente o brometo de tetrazólio, trazendo 
questionamentos quanto à viabilidade da utilização do ensaio de MTT 
para determinação de citotoxicidade e triagem de compostos naturais, 
embora seja uma metodologia amplamente utilizada. 
 
 
Palavras-chave: Linfócitos B, imunomodulação, in vitro, polifenóis e 
SKW 6.4. 
 
 
LISTA DE ILUSTRAÇÕES 
 
Figura 1. Estágios do desenvolvimento dos linfócitos B e 
seus principais eventos......................................... 
 
17 
Figura 2. Fórmula estrutural do ácido gálico....................... 22 
Figura 3. Fórmula estrutural dos ácidos cinâmicos 
utilizados............................................................... 22 
Figura 4. Fórmula estrutural do ácido rosmarínico.............. 22 
Figura 5. Fórmula estrutural do ácido elágico..................... 23 
Figura 6. Fórmula estrutural do ácido equinocístico........... 23 
Figura 7. Esquema de diluições em placa de 96 poços para 
avaliação da citotoxicidade através do ensaio 
colorimétrico MTT................................................. 30 
Figura 8. Curva de citotoxicidade para o DMSO.................. 35 
Figura 9. Curva de citotoxicidade dos compostos 
testados................................................................. 36 
Figura 10. Curva de secreção de imunoglobulina pelas 
células SKW 6.4 em condições normais de 
cultura e sob influência dos compostos 
testados................................................................. 38 e 39 
Figura 11. Avaliação da interferência dos compostos na 
redução do MTT.................................................... 41 
Figura 12. Determinação da viabilidade de células SKW 
6.4......................................................................... 42 e 43 
 
  
 
 
 
 
SUMÁRIO 
 
 
1 INTRODUÇÃO............................................................................. 13 
1.1 Sistema imune...................................................................... 13 
1.2 Linfócitos B: desenvolvimento e regulação.......................... 14 
1.3 Distúrbios clínicos associados aos linfócitos B...................... 18 
1.4 Compostos naturais potencialmente imunomoduladores... 19 
1.5 Experimentação in vitro na bioprospecção de novos 
imunomoduladores.............................................................. 24 
1.6 Metodologia de avaliação da atividade de linfócitos B in 
vitro....................................................................................... 25 
2 OBJETIVOS.................................................................................. 27 
2.1 Objetivo geral....................................................................... 27 
2.2 Objetivos específicos............................................................ 27 
3 MATERIAIS E MÉTODOS............................................................. 28 
3.1 Linhagem celular................................................................... 28 
3.2 Condições de cultura celular ................................................ 28 
3.3 Despirogenização de vidrarias.............................................. 28 
3.4 Compostos............................................................................ 29 
3.5 Diluição dos compostos........................................................ 29 
3.6 Determinação da citotoxicidade dos compostos.................. 29 
3.7 Avaliação de estimulação de células SKW 6.4 através da 
secreção de anticorpos......................................................... 31 
4 RESULTADOS E DISCUSSÃO........................................................ 33 
4.1 Avaliação da citotoxicidade através do ensaio de MTT........ 33 
4.2 Mensuração da secreção de imunoglobulinas por células 
SKW 6.4 através do ensaio de ELISA..................................... 34 
5 CONCLUSÕES.............................................................................. 45 
REFERÊNCIAS..................................................................................... 46 
 
  
 
 
 
13 
 
 
 
1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Sistema Imune 
 
A imunidade se refere aos mecanismos e à capacidade que um 
organismo tem de responder a estímulos estranhos, como 
microrganismos e moléculas. Havendo o reconhecimento de um 
antígeno, células e moléculas do sistema imune são recrutadas para a 
neutralização ou eliminação do agente estimulador. Dentre os 
mecanismos recrutados durante uma reposta imune, pode-se dividi-los 
didaticamente em duas vertentes: a imunidade inata e a adquirida. 
Embora os limites entre elas não sejam bem definidos, esta divisão 
pode ser determinada por fatores como o tempo de resposta 
(memória) e a especificidade da reação (PARKIN; COHEN, 2001).  
A imunidade inata inclui todos os elementos com os quais o 
indivíduo nasce e que estão sempre presentes e disponíveis para 
protegê-lo de infecções (BENJAMINI; COICO; SUNSHINE, 2002), sendo a 
primeira linha de defesa contra os microrganismos. Esse braço 
imunológico constitui-se por barreiras físicas e químicas, tais como o 
epitélio e as substâncias antibacterianas nas superfícies epiteliais, 
células fagocitárias (neutrófilos e macrófagos) e células NK (natural 
killer), proteínas do sangue e proteínas denominadas citocinas, que 
regulam e coordenam várias atividades das células da imunidade 
natural (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2007).  
Na imunidade adquirida, a imunização acontece após o primeiro 
contato com o agente externo, desencadeando a ativação dos linfócitos 
e a síntese proteica e, frente a uma exposição subsequente ao mesmo 
agente agressor, culmina em uma resposta imunitária mais rápida e 
vigorosa (PARKIN; COHEN, 2001). Esse braço da resposta imune 
consiste no reconhecimento antígeno-específico, sendo necessários 
alguns dias para que essa resposta seja detectada, exibindo alto grau 
de especificidade e a propriedade de memória (ANDERSEN et al., 
2006).  
A fim de providenciar a resposta precoce contra uma infecção, a 
imunidade inata libera sinais ao braço adaptativo do sistema imune 
identificando a natureza do antígeno, bem como define a resposta mais 
apropriada a ser induzida. A comunicação entre as duas subdivisões do 
sistema imune é realizada principalmente por meio de proteínas 
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produzidas por muitos tipos celulares distintos, mediadoras das 
reações imunes e inflamatórias. Esse grupo de proteínas é chamado de 
citocinas. As citocinas são produzidas por quase todas as células e têm 
uma grande variedade de funções. O efeito biológico depende da 
citocina e da célula envolvida, estando frequentemente relacionado 
com ativação, divisão, apoptose ou movimento celular (PARKIN; 
COHEN, 2001). 
Além das citocinas, as duas vertentes do sistema imune 
relacionam-se entre si através de comunicação celular. Reconhecido 
um antígeno no organismo, as células apresentadoras de antígeno 
(Antigen-presenting cells, APCs) - macrófagos, células dendríticas e 
células B - são capazes de fagocitá-lo e processá-lo, expressando parte 
dele em suas membranas ligados aos receptores do complexo principal 
de histocompatibilidade (Major complex of histocompatibility, MHC), 
acarretando na modificação dessa estrutura e consequentemente no 
reconhecimento dessas células APC pelos linfócitos T (ABBAS; 
LICHTMAN; PILLAI, 2007).  
A sinapse imunológica ativa os linfócitos T que, posteriormente, 
coordenarão a resposta imune através da liberação de citocinas, 
recrutando o braço imunológico mais eficiente para o antígeno em 
questão e, dependendo do caso, a produção de anticorpos pelos 
linfócitos B (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2007).  
 
1.2 Linfócitos B: desenvolvimento e regulação 
 
Os linfócitos B são conhecidos pelo seu papel humoral na defesa 
imunológica através da produção de anticorpos; entretanto, nas 
últimas décadas, têm-se visto que essas células apresentam funções 
anticorpo-independentes, podendo atuar como células APCs, produzir 
citocinas e liberar exossomos (SAMITAS; LOTVALL; BOSSIOS, 2010). 
Desempenham, também, um papel crucial na iniciação, amplificação, 
ou regulação de uma variedade de doenças autoimunes (YURASOV et 
al., 2005; MANJARREZ-ORDUNO; QUACH; SANZ, 2009). 
Antes do nascimento, as células B se desenvolvem no fígado fetal 
a partir de células comprometidas com essa linhagem celular, as células 
pró-B. Após o nascimento, essa função é realizada em parte pela 
medula óssea em diferentes estágios, caracterizados por marcadores 
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de superfície específicos para cada um deles, como CD10, CD19, entre 
outros (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2007).  
As células pró-B são incapazes de produzir imunoglobulinas (Ig), 
entretanto é nesse estágio que ocorre a primeira recombinação das 
regiões variável, de diversidade e de junção – VDJ – no gene. As células 
pró-B são distinguidas das demais, além do estágio de recombinação 
VDJ, através da expressão de moléculas de superfícies exclusivas da 
linhagem B como CD79 (PÉREZ-VERA; REYES-LEÓN; FUENTES-PARANÁ, 
2011).  
No estágio seguinte do desenvolvimento a célula passa a ser 
denominada de pré-B, caracterizando-se por ser a primeira da 
linhagem B a produzir polipeptídeos das imunoglobulinas, o receptor 
da célula pré-B (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2007). Essa estrutura 
estimula a proliferação celular e induz a diferenciação das células pré-B 
através da regulação da continuação do rearranjo gênico (MEFFRE; 
CASELLAS; NUSSENZWEIG, 2000). 
O próximo estágio do desenvolvimento é caracterizado pelo 
sucesso do rearranjo gênico, levando à formação de uma 
imunoglobulina do tipo IgM na superfície celular, formando uma célula 
B imatura (MEFFRE; CASELLAS; NUSSENZWEIG, 2000).  
Após a maturação parcial na medula óssea, os linfócitos B entram 
na circulação e povoam os órgãos linfoides periféricos onde completam 
sua maturação (PÉREZ-VERA; REYES- LEÓN; FUENTES-PARANÁ, 2011).  
Os principais eventos que ocorrem durante os estágios de 
amadurecimento dos linfócitos B são: o rearranjo e a expressão dos 
genes das imunoglobulinas em uma ordem precisa; a seleção e 
proliferação das células B em desenvolvimento e a seleção do 
repertório das células B maduras (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2007) 
(Figura 1). 
No final do amadurecimento, as células B imaturas passam por 
mecanismos de tolerância (deleção clonal e anergia) antes de deixarem 
a medula óssea, a fim de evitar a diferenciação terminal dos linfócitos B 
autorreativos. Caso o linfócito passe por essas seleções, deixará a 
medula óssea e seguirá para o baço ou outros órgãos linfoides 
secundários para completar seu ciclo de vida. Entretanto, cerca de 50% 
dos receptores de superfície de células B (B cell receptor, BCR) 
apresentam alto grau de autorreatividade (MERREL et al., 2006).  
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Caso os linfócitos maduros residentes nos órgãos linfoides 
secundários não encontrem antígenos cognatos, morrerão em alguns 
meses. Entretanto, caso ocorra algum sinal ativador, os linfócitos B 
darão início à resposta imune humoral (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 
2007).  
A ativação dos linfócitos B pode levar à proliferação, resultando na 
expansão do clone de células específicas para o antígeno; ou à 
diferenciação, resultando na geração de plasmócitos que secretam 
anticorpos ativamente e, também, no desenvolvimento de células B de 
memória (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2007). 
A ativação dessas células é dependente do reconhecimento 
antígeno-específico via BCR que, quando ativado, afeta a expressão de 
muitos genes essenciais no controle de várias vias, como a via da 
apoptose ou a via do controle e desenvolvimento celular (OLLILA; 
VIHINEN, 2007). Cada BCR é único, especializado para reconhecer e 
neutralizar um antígeno novo ou recorrente (PÉREZ-VERA; REYES-LEÓN; 
FUENTES-PARANÁ, 2011). 
Até que haja um evento sinalizador de ativação celular, os 
linfócitos B maduros permanecem inativos. Essas células podem ser 
ativadas por antígenos com múltiplos epítopos repetitivos, capazes de 
causar a ligação cruzada de BCRs de células diferentes (PÉREZ-VERA; 
REYES- LEÓN; FUENTES-PARANÁ, 2011). 
A maioria dos antígenos proteicos não são multivalentes, 
contendo pequenos epítopos que, sozinhos, são incapazes de realizar a 
ligação cruzada entre BCR`s. Portanto, a resposta das células B a esses 
antígenos demanda sinais adicionais provenientes das células T. Essa 
classe de antígenos é chamada de antígenos timo-dependentes (TD). 
Os linfócitos T auxiliares estimulam a expansão clonal da célula B, a 
mudança de isótipo, a maturação da afinidade e a diferenciação em 
células B de memória (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2007).  
Alguns antígenos são capazes de ativar as células B sem a 
necessidade das células T ou das citocinas liberadas por elas. Essa 
classe de antígenos é conhecida como antígenos timo-independentes 
(TI) que, normalmente, são moléculas grandes e poliméricas, com 
múltiplos determinantes antigênicos repetitivos (BENJAMINI; COICO; 
SUNSHINE, 2002). Nessa classe antigênica enquadram-se, por exemplo, 
os lipopolissacarídeos (LPS) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2007). 
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Desempenho de 
funções efetoras. 
 
 
Figura 1: Estágios do desenvolvimento dos linfócitos B e seus principais 
eventos. Adaptado de Abbas, Lichtman, Pillai (2007). 
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Os primeiros eventos celulares resultantes da ativação de células 
B pela via T-independente são: a proliferação e diferenciação dos 
linfócitos B e a preparação para interações subsequentes com os 
linfócitos T CD4+. Há também, como consequência, um aumento na 
expressão de moléculas MHC II, além de receptores para citocinas 
derivadas das células T (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2007). 
 
1.3 Distúrbios clínicos associados aos linfócitos B 
 
A etiologia de diversos distúrbios clínicos associados ao sistema 
imune é conferida a desordens proliferativas, autorreatividade ou 
deficiências na resposta humoral de células B (OLLILA; VIHINEN, 2007; 
MANJARREZ-ORDUNO; QUACH; SANZ, 2009), desempenhando um 
papel significativo em um amplo espectro de doenças, que vão desde 
doenças autoimunes clássicas mediadas por essas células (BELOGUROV 
et al., 2009; HIKADA; ZOUALI, 2010) - como lúpus eritematoso 
sistêmico (BOLETIS; TSOKOS, 2005) e artrite reumatoide (MOHAN et al., 
2004) - até doenças que, até recentemente, não haviam sido 
relacionadas com as células B, incluindo a diabetes (HU et al., 2007), 
esclerose múltipla (ANTEL; BAR-OR, 2006) e artrite psoriática (CAÑETE 
et al., 2007) ou até mesmo na rejeição de transplantes (ZACHARY; ENG, 
2011). 
Os linfócitos B podem atuar causando danos teciduais graves e 
mau funcionamento através de algumas vias, tais como a produção de 
anticorpos contra antígenos próprios e a formação do complexo imune 
(JANG; STOLLAR, 2003), podendo ser utilizados como marcadores da 
progressão de doenças autoimunes (BELOGUROV et al., 2009). 
 O papel crítico na iniciação e regulação de uma série de condições 
patológicas não é totalmente compreendido. No entanto, resultados 
emergentes apontam os linfócitos B como um dos principais alvos 
celulares para o estabelecimento de estratégias terapêuticas e 
desenvolvimento de novos fármacos imunomodulatórios (YAMAMURA; 
MIYAKE, 2012), aparentemente associados a poucos efeitos adversos 
(BLANK; SHOENFELD, 2007).  
Essas constatações possibilitaram, pela primeira vez em mais de 
50 anos, o licenciamento de uma nova terapia biológica visando os 
linfócitos B pela FDA (US Food and Drug Administration) e pela Agência 
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Europeia de Medicamentos para uso em pacientes com lúpus 
eritematoso sistêmico (RAMOS-CASALS et al., 2012). 
Os medicamentos existentes atualmente baseados na terapia alvo 
de células B são voltados para eliminação tanto da maioria de células B 
(esgotamento geral), como apenas de algumas populações de células B 
(depleção seletiva) (SANZ; LEE, 2010). Em ambos os casos a redução é 
conseguida através de três mecanismos principais: 1) a morte direta 
por anticorpos monoclonais contra moléculas específicas de superfície 
(LI et al., 2008) como CD19, CD20 e CD22, alvos de atuação dos 
medicamentos rituximab, ocrelizumab e epratuzumab respectivamente 
(RAMOS-CASALS et al., 2012); 2) a segmentação do BCR, levando a 
apoptose das células (ZHANG et al., 1995); 3) a inativação de fatores de 
sobrevivência e ativação de células B como BLyS e APRIL (MIGA et al., 
2000), alvos dos medicamentos belimumab e atacicept (RAMOS-
CASALS et al., 2012). 
Apesar da gama de medicamentos existentes atualmente para a 
modulação dessas células, eles apresentam efeitos secundários, 
geralmente não específicos, como parada cardíaca, síndrome de lise 
tumoral aguda, toxicidade pulmonar, podem aumentar a 
susceptibilidade à hepatite B e outras infecções virais (GOETZ et al., 
2007) como herpes zoster (YAMAMURA; MIYAKE, 2012), não havendo 
terapia eficaz baseada na redução de células B para doenças 
autoimunes (STEPANOV et al., 2011). 
Até agora, não há estudos clínicos controlados que comparem os 
benefícios da utilização de agentes redutores de células B isoladamente 
ou em combinação com outras terapias (por exemplo, corticoides, 
imunossupressores ou outros agentes biológicos) (RAMOS-CASALS et 
al., 2012). 
Assim, a busca por compostos moduladores capazes de suprimir 
ou estimular a proliferação dos linfócitos B é justificada pela tentativa 
de se encontrar alternativas que busquem o equilíbrio entre a eficácia 
dos imunossupressores, inibindo a patogenicidade, com menos efeitos 
adversos da imunossupressão para os pacientes. 
 
1.4 Compostos naturais potencialmente imunomoduladores 
 
Os produtos naturais constituem uma fonte inesgotável de 
compostos com potenciais atividades biológicas e farmacológicas 
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devido ao grande número de espécies com propriedades medicinais 
inexploradas – especialmente no Brasil - e, consequentemente, à 
variedade de metabólitos sintetizados (SIMÕES; SCHENKEL, 2002). 
Atualmente, muitos fármacos de origem natural encontram-se 
disponíveis no mercado, além de serem fonte para o desenvolvimento 
de medicamentos anti-inflamatórios, imunomodulatórios, antibióticos 
e antivirais, têm revolucionado no tratamento de diversas 
enfermidades. 
Os efeitos imunomodulatórios modificam o comportamento 
biológico das células, afetando a resposta imunológica através da 
estimulação ou inibição do sistema imune, podendo ser produzidos 
endogenamente por células imunes ou de forma exógena por 
bactérias, fungos, algas ou plantas (LEUNG et al., 2006).  
Grande parte das substâncias ativas pode ser isolada e modificada 
estruturalmente, alcançando maior eficácia e menor citotoxicidade 
(NIELSEN, 2002). Com os fármacos imunomoduladores tradicionais 
continuando a exibir eficácia limitada e efeitos colaterais indesejáveis, 
torna-se necessário o desenvolvimento de imunoterapias novas, 
melhores e alvo-específicas (PATWARDHAN; GAUTAM, 2005). 
Nas últimas décadas, polissacarídeos de origem vegetal 
emergiram como uma importante classe de produtos naturais 
bioativos. Atividades antitumoral, imunoestimulante, 
anticomplemento, anti-inflamatória, anticoagulante, antiviral, 
hipoglicêmica e hipocolesterolemiante têm sido relatadas para uma 
grande variedade de polissacarídeos (SIMÕES, 2007). 
Um grupo de substâncias amplamente distribuídas no reino 
vegetal são os polifenóis, caracterizados pela presença de múltiplos 
grupos funcionais tipo fenol (TÜCKMANTEL; KOZIKOWSKI; 
ROMANCZYK, 1999). Essas substâncias estão presentes nas plantas 
como produtos do metabolismo secundário, exercendo papel 
importante na morfologia e fisiologia vegetal. Estão relacionados a 
diversas vias do crescimento e reprodução vegetal, apresentando 
funcionalidades como a proteção das plantas contra patógenos e 
predadores (BRAVO, 1998), contra estresse fotossintético e formação 
de espécies reativas de oxigênio (YANG et al., 2001). Com base na 
estrutura química desse grupo, é possível subdividi-lo em várias classes, 
entre elas estão os ácidos fenólicos e os taninos.  
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Ácidos fenólicos são compostos formados pelo anel benzênico 
com cadeia substituinte de um carbono. Os animais são incapazes de 
sintetizar esse grupo de compostos, enquanto vegetais e 
microrganismos são capazes de sintetizar o anel benzênico e, a partir 
dele, compostos fenólicos. Nas plantas usualmente ocorrem na forma 
de ésteres, os quais podem ser solúveis acumulando-se em vacúolos, 
ou insolúveis como componentes da parede celular. São encontrados 
em uma diversidade de plantas como no milho, cereja, pera, maçã, 
laranja, batata, café, entre outros (MAURICIO, 2006). 
Esse grupo de compostos pode ser classificado de acordo com o 
esqueleto principal em três subgrupos: 1) os ácidos benzoicos que 
possuem sete átomos de carbono (C6-C1), dentre eles o ácido gálico 
(Figura 2); 2) os ácidos cinâmicos que apresentam nove átomos de 
carbono principais (C6-C3), no qual se incluem os ácidos cinâmico, 
cumárico, caféico e ferúlico (SIMÕES, 2007) (Figura 3); 3) compostos 
derivados de ácidos fenólicos como o ácido rosmarínico (Figura 4). 
Taninos são compostos ésteres fenólicos responsáveis pela 
adstringência de muitos frutos, sendo facilmente oxidáveis. Esses 
compostos são encontrados na lentilha, vinho tinto, vinho branco, suco 
de maçã (MAURICIO, 2006), leguminosas e cereais (SALUNKHE et al., 
1982). Nessa classe de compostos inclui-se o ácido elágico (Figura 5). 
Os compostos fenólicos contribuem para o sabor, odor e 
coloração de diversos vegetais. Ressalta-se em ecologia química a 
participação de fenóis como o ácido elágico e ésteres do ácido gálico na 
defesa de plantas, inibição da germinação da semente e do 
crescimento de fungos e plantas em geral. Para alguns ácidos fenólicos 
como o caféico, ferúlico e seus derivados tem sido relatada a atividade 
antioxidante (SIMÕES, 2007).  
Saponinas são glicosídeos de esteróides - glicídios que, ao 
sofrerem hidrólise, produzem hidratos de carbono simples e outros 
compostos - com elevado peso molecular, caracterizados por 
possuírem em sua estrutura uma parte lipofílica e uma parte hidrofílica, 
com capacidade para formar espuma, tendo propriedades detergentes 
e surfactantes (GONSALVEZ et al., 1999).  
Esse grupo de substâncias também tem sido alvo de interesse 
farmacêutico, agindo como adjuvante em formulações, componentes 
ativos em drogas vegetais e matéria-prima para síntese de esteroides 
(SIMÕES, 2007). Eles também podem inibir a produção de células 
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cancerígenas e aumentar a resposta imune contra elas (BRUNETON, 
2001). Podem ser encontrados em plantas como a carqueja (BORELLA 
et al., 2006). Nessa classe de compostos se enquadra o ácido 
equinocístico (Figura 6) (SIMÕES, 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Fórmula estrutural do ácido gálico. Adaptado de Simões (2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Fórmula estrutural dos ácidos cinâmicos utilizados. R1=R2=R3=R4=H  
ácido cinâmico; R2=OH  ácido cumárico; R2=R3=OH  ácido caféico; 
R2=OCH3; R3=OH  ácido ferúlico. Adaptado de Simões (2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Fórmula estrutural do ácido rosmarínico. Adaptado de Melo, Bruni, 
Ferreira (2006). 
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Figura 5: Fórmula estrutural do ácido elágico. Adaptado de Sudjaroen et al. 
(2012). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Fórmula estrutural do ácido equinocístico. Adaptado de Zhang (2012). 
 
Os compostos selecionados para realização do presente trabalho 
foram escolhidos devido as suas potenciais atividades 
imunomodulatórias sobre macrófagos relatadas em estudos anteriores; 
além das possíveis ações benéficas associadas a eles, descritas 
anteriormente. 
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1.5 Experimentação in vitro na bioprospecção de novos 
imunomoduladores 
 
Sistemas experimentais são empregados para esclarecer 
interações celulares da resposta imune. O sistema in vivo envolve 
modelos animais, o que muitas vezes aproxima das condições naturais 
reais; entretanto, a extrapolação dos resultados para espécies 
diferentes pode resultar em interpretações errôneas ou pouco 
confiáveis (GOLDSBY et al., 2008).  
Além disso, os gastos com a manutenção dos animais podem ser 
altos, dependendo da durabilidade do estudo. Consoante as suas 
implicações de ordem ética e técnica, as metodologias de 
experimentação animal vêm sendo seriamente questionadas por 
organizações sociais, políticas, éticas e científicas (EUN; SUH, 2000). 
Populações celulares de vertebrados são amplamente aplicadas 
em estudos toxicológicos (SCHIRMER, 2006), conhecidos como ensaios 
de toxicidade celular. Estão entre os métodos de bioensaio mais 
comumente utilizados para a pesquisa de toxicidade de substâncias em 
vários tecidos, principalmente nos danos órgão-específicos e 
inflamatórios (EUN; SUH, 2000). 
As experimentações in vitro exibem muitas vantagens sobre as in 
vivo como um todo, como a disponibilidade, baixo custo e condições 
controladas, e permitem, consequentemente, a análise de várias 
amostras em tempo reduzido e a análise estatística consistente dos 
resultados (HOUGHTON, 2000). Apesar de não necessariamente 
refletirem situações biológicas reais (GOLDSBY et al., 2008), propiciam 
a redução do número de animais utilizados na pesquisa. Por estas 
razões, modelos in vitro são aceitos em experimentações de ciências da 
saúde humana (SCHIRMER, 2006), principalmente para a pesquisa de 
novos fármacos. 
Vários estudos in vitro se mostraram viáveis para a 
experimentação na bioprospecção de produtos naturais atualmente, 
como a atividade antimicrobiana e antioxidante do óleo essencial, 
extratos aquosos e etanoicos da camomila (PETRONILHO et al., 2012), 
interferência no metabolismo dos medicamentos pelo óleo essencial da 
camomila (GANZERA; SCHNEIDER; STUPPNER, 2006), características 
citotóxicas da graviola contra vários tipos de células cancerígenas, 
incluindo câncer pancreático (TORRES et al., 2012), entre outros. 
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1.6 Metodologia de avaliação da atividade de linfócitos B in vitro 
 
A avaliação da capacidade de imunomodulação de compostos de 
origem natural pode ser feita através de ensaios que utilizam linhagens 
celulares cultiváveis in vitro geradas a partir de células do sistema 
imune humano. 
 O vírus Epstein-Barr (EBV) é um γ herpesvirus envelopado de DNA 
dupla fita que está associado a numerosas doenças humanas, 
destacando-se a mononucleose infecciosa, o linfoma de Burkitt e o 
linfoma de Hodgkin, além de outros distúrbios linfoproliferativos 
(KLEIN; KLEIN; KASHUBA, 2010).  
Em adição ao seu impacto clínico, o EBV é empregado em rotina 
laboratorial na geração de linhagens linfoblastoides cultiváveis in vitro 
a partir de linfócitos B humanos (B-lymphoblastoid cell lines, B-LCLs) 
(KLEIN; KLEIN; KASHUBA, 2010). O estabelecimento de B-LCLs em 
cultura tem servido para uma variedade de propósitos em estudos 
imunológicos, como modelos representativos de tumorogênese, 
latência viral em células humanas e resposta de ativação de linfócitos B 
pela via TI (OGHA et al., 2002). 
B-LCLs são inicialmente policlonais e secretam todas as principais 
classes de imunoglobulina (TOSATO; COHEN, 2007), além de citocinas 
como interleucina (IL) 6, IL-10, IL-12, fator de necrose tumoral alfa 
(Tumoral necrose factor, TNF-α) e fator de necrose tumoral beta 
(Tumoral necrose factor, TNF-β), em combinações e quantidades 
variáveis, podendo variar de linhagem para linhagem. 
A técnica de ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) destaca-
se como uma poderosa ferramenta para detecção e quantificação de 
moléculas específicas. Esse ensaio é utilizado no diagnóstico de uma 
série de distúrbios clínicos e amplamente aplicado em pesquisa 
biomédica, caracterizando-se pelo curto tempo de realização, 
reprodutibilidade, baixo custo e utilização de pequeno volume de 
amostras (MIURA et al., 2008).  
Recentemente, Silveira (2011) desenvolveu uma metodologia in 
vitro baseada na técnica de ELISA para a titulação de imunoglobulinas 
secretadas por células linfoblastoides B em condições de cultura 
determinadas, voltada à triagem e pesquisa de compostos com 
potencial atividade imunomodulatória. Essa metodologia foi utilizada 
no presente trabalho para realização da triagem de compostos de 
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origem natural com potencial atividade imunomodulatória sobre 
linfócitos B. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo Geral 
 
Realizar a triagem in vitro de compostos isolados de plantas 
com potencial atividade imunomodulatória sobre linfócitos B. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
 
- Determinar a citotoxicidade dos compostos de origem natural 
sobre células SKW 6.4, através do ensaio de viabilidade do MTT; 
 
- Realizar a quantificação de imunoglobulinas secretadas por 
células SKW 6.4 através de teste imunoenzimático, estimuladas com 
diferentes concentrações das substâncias de origem natural testadas. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 Linhagem Celular 
 
Os ensaios realizados no presente estudo utilizaram a linhagem de 
linfoblastoides B humanos SKW 6.4 (ATCC TIB-215), gentilmente cedida 
pela Dra. Maristela Martins Camargo (Laboratório de Imunorregulação 
Molecular, Departamento de Imunologia, ICB/USP).  
 
3.2 Condições de cultura celular  
 
O meio nutriente utilizado baseou-se no descrito por Ralph e 
colaboradores (1983) para a cultura de células SKW 6.4, com 
composição suplementar modificada, constituindo-se de: meio RPMI 
1640 (Cultilab) suplementado com 2g/l de bicarbonato de sódio 
(Merck), 2,3g/l de HEPES (Biosolve), 0,11g/l de ácido pirúvico (Sigma). 
Ao meio foram adicionados: 10% (V/V) de soro bovino fetal 
(Cultilab), 1% (V/V) de solução de 100U/mL penicillina-estreptomicina e 
0.125μg/mL anfotericina B (PSA, Sigma), 1% (V/V) de solução 2mM de 
L-glutamina (Sigma) e 1% (V/V) de solução de aminoácidos não-
essenciais (Sigma).  
As células cultivadas em suspensão foram repassadas a cada três 
dias em alíquotas contendo aproximadamente 5x105 células para 10ml 
de meio de cultivo e acondicionadas a temperatura de 37°C e 5% de 
CO2 em garrafas de cultura de 10cm
3 com filtro (Techno Plastic 
Products, TPP).   
Para a realização dos experimentos, as células foram expandidas 
em garrafas de cultura de 75cm2 com filtro (TPP) 48 horas antes da 
distribuição e acondicionamento em placas de cultura de 96 poços. 
 
3.3 Despirogenização de vidrarias 
 
A fim de evitar a possível ativação celular inespecífica oriunda de 
contaminação residual por endotoxinas e consequente artefato de 
técnica, toda a vidraria utilizada na cultura celular e na realização dos 
experimentos foi tratada por imersão em solução de peróxido de 
hidrogênio (H2O2, Merck) 30% (V/V) durante 15 minutos, seguida de 
lavagem em água ultrapurificada por osmose reversa (Milli-Q) e 
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posterior autoclavagem convencional (121°C a 1,2 kgf.cm3 durante 20 
minutos), conforme metodologia inicialmente descrita por Pinto (1995) 
e adaptada por Celmer (2010). 
 
3.4 Compostos 
 
Os compostos de origem natural foram gentilmente fornecidos 
pela Profa. Dra. Cláudia Maria de Oliveira Simões (Laboratório de 
Virologia Aplicada, CIF/CCS/UFSC) em formulações disponíveis 
comercialmente e tiveram sua potencial atividade imunomodulatória 
testada sobre a linhagem celular acima descrita. 
Os compostos selecionados têm sua distribuição, potencial 
atividade farmacêutica e fórmula estrutural descritos no item 1.4 do 
presente trabalho. Dentre os compostos testados, incluem-se 
polifenóis do tipo ácido fenólico - ácido gálico (Sigma, ref. G7384) 
(Figura 2), os ácidos cinâmico (Sigma, ref. C6004), cumárico (Sigma, ref. 
C9008), caféico (Sigma, ref. C0625), ferúlico (Merck, ref. 822070) 
(Figura 3) e o ácido rosmarínico (Extrasynthese, ref. 4957 S) (Figura 4) - 
e do tipo tanino - ácido elágico (Extrasynthese, ref. 6075) (Figura 5). 
Está incluído também um composto do grupo das saponinas, o ácido 
equinocístico (Extrasynthese, ref. 0033 S) (Figura 6). 
 
3.5 Diluição dos compostos 
 
Os compostos foram diluídos em solução 10% (V/V) de 
dimetilsufóxido (DMSO, Sigma) em meio RPMI-540 para uma 
concentração final de 10mg/ml. Em seguida foram filtrados em filtro 
MilliporeTM de 22µm (TPP), aliquotados e armazenados a 4ºC. 
 
3.6 Determinação da citotoxicidade dos compostos 
 
 A avaliação da citotoxicidade dos compostos foi realizada através 
do ensaio MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium 
bromide, Sigma). Essa avaliação faz-se necessária a fim de encontrar 
possíveis efeitos tóxicos que o composto pode ter sobre a linhagem 
celular utilizada no ensaio (TAKEUCHI; BABA; SHIGETA, 1991).   
O MTT é um corante amarelo na sua forma oxidada que entra nas 
células por endocitose (LIU; SCHUBERT, 1997) e é metabolizado, sendo 
30 
 
reduzido ao cristal formazana. Os cristais de formazana presentes na 
amostra são quantificados e, a partir da absorbância emitida por eles é 
possível estimar a quantidade de células viáveis, já que células mortas 
não são capazes de reduzir o MTT à formazana. 
 A avaliação foi realizada em placas de cultura de 96 cavidades 
(TPP), em triplicatas, como esquematizado na figura 7. Em cada 
cavidade foram adicionados 100µl de meio RPMI, 100µl de uma 
suspensão contendo aproximadamente 1,25 x 104 células SKW 6.4/ml e 
100µl do composto a ser avaliado, na concentração inicial de 10mg/ml, 
seguindo-se de diluições crescentes na razão 2. Uma linha da placa de 
cultura foi destinada para o controle negativo da reação contendo 
somente meio - 300 µl - e uma linha para controle celular contendo 
100µl de meio e 100µl de suspensão celular. As placas foram 
observadas em microscópio óptico invertido para a confirmação da 
presença de células em todas as cavidades e, em seguida, incubadas 
em estufa nas condições de 5% de CO2 e temperatura de 37°C por 48 
horas. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7: Esquema de diluições em placa de 96 poços para avaliação da 
citotoxicidade através do ensaio colorimétrico MTT. 
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Após esse período, as placas foram centrifugadas a 370xg por 5 
minutos para que as células em suspensão se acumulassem no fundo 
da placa e não houvesse perda de amostra celular. Em seguida foram 
retirados 100µl do sobrenadante de cada cavidade e acondicionados 
em uma placa espelho, onde a localização de cada amostra é 
correspondente à placa original. A placa espelho foi usada, 
posteriormente, para a realização do ensaio de ELISA, com objetivo de 
mensurar os anticorpos totais secretados. 
Após a retirada de 100µl de sobrenadante, foram adicionados 
50µl de solução MTT diluída em meio de cultura RPMI, em uma 
concentração de 1mg/ml. As placas foram novamente incubadas por 4 
horas em estufa a 5% de CO2 e 37°C. 
Após a incubação, as placas foram submetidas novamente à 
centrifugação a 370xg por 5 minutos e, em seguida, foram retirados 
100µl de solução MTT e adicionados 100 µl de DMSO em cada 
cavidade, inclusive nos controles negativo e celular. As placas foram, 
então, mantidas sob agitação durante 10 minutos para que os cristais 
de formazana fossem solubilizados e, em seguida, realizou-se a leitura 
em espectrofotômetro (EL 800, Biotek) a 540nm. 
 
3.7 Avaliação de estimulação de células SKW 6.4 através da 
secreção de anticorpos 
 
A mensuração da secreção de imunoglobulinas por células SKW 
6.4, em diferentes condições experimentais, foi realizada pela técnica 
de ELISA previamente padronizada por Silveira (2011). Para tanto, 
placas de microtitulação de poliestireno com 96 poços (Costar) foram 
primeiramente sensibilizadas com anticorpos polivalentes anti-
imunoglobulinas humanas (Sigma), diluídos 1:8000 em tampão 
carbonato de sódio-bicarbonato 0,05 M (pH 9,6), por 3 horas a 37°C. 
Após a sensibilização, foi realizado o bloqueio com 200μl de 
tampão Tris-NaCl com 8% de leite em pó desnatado (Molico®, Nestlé) 
por 1 hora a 37°C. Passado esse período, o sobrenadante foi 
descartado e foram feitas cinco lavagens com tampão fosfato-salino 
(Phosphate buffered saline, PBS) contendo 0,05% de Tween-20 
(Nuclear) - 200 μl/poço. O mesmo procedimento de lavagem foi 
realizado entre os próximos passos da reação.  
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As placas foram, então, incubadas por 1 hora a 37°C com 100µl 
dos sobrenadantes da cultura contendo imunoglobulinas secretadas 
pelas células SKW 6.4, que foram previamente coletados na placa 
espelho, conforme explicado anteriormente no item 3.6. Em seguida, 
as placas foram lavadas e foram adicionados 100µl/poço de conjugado 
enzimático polivalente anti-imunoglobulinas humanas (Sigma), diluído 
1:1500 em PBS contendo 0,05% (V/V) de Tween-20, e foi realizada uma 
nova incubação a 37°C por 1 hora.  
Após lavagens, foram adicionados 100 µl/poço de solução de 
substrato/cromógeno – 1,2 – diaminobenzeno (OPD, Sigma) 0,4% (V/V) 
em tampão citrato pH 5,6 acrescido de 0,01% (V/V) de H2O2 (Merck). A 
reação enzimática foi interrompida após 5 minutos, em temperatura 
ambiente e ao abrigo da luz, com 50μl/poço de H2SO4 4N (Nuclear). Os 
valores de absorbância foram determinados através de leitura a 490nm 
em leitor de microplacas (EL 800, Biotek).  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 Avaliação da citotoxicidade através do ensaio MTT 
 
A citotoxicidade de uma substância refere-se à sua capacidade de 
induzir a morte celular. Estudos de citotoxicidade in vitro têm se 
mostrado efetivos para a definição da toxicidade basal de um 
composto, como por exemplo, sua capacidade de causar danos às 
células, impedindo suas funções básicas e, consequentemente, 
levando-as à morte. Pode ser utilizado também para definir 
concentrações ideais de substâncias, refletindo na investigação de suas 
potenciais atividades in vitro (EISENBRAND et al., 2002). 
No presente trabalho, utilizou-se o ensaio de MTT para a 
determinação de concentrações citotóxicas dos compostos sobre a 
linhagem celular SKW 6.4, já que esse ensaio é amplamente utilizado 
para mensurar viabilidade e proliferação celular (WANG et al., 2010). 
O brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazólio faz 
parte de um grupo de compostos orgânicos heterocíclicos, se tratando 
de um corante amarelo na sua forma oxidada. Entra nas células por 
endocitose (LIU; SCHUBERT, 1997) e é metabolizado, sendo reduzido à 
formazana, um cristal insolúvel de coloração azul escuro (LIU; 
SCHUBERT, 1997). A reação é mediada por desidrogenases - enzimas 
associadas principalmente ao retículo endoplasmático e às 
mitocôndrias (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006). 
Esses cristais são amplamente utilizados como indicadores de 
sistemas redox biológicos, além de indicarem a viabilidade celular com 
um rendimento relativamente elevado (VAN MERLOO; KASPERS; 
CLOOS, 2011), já que células mortas não reduzem o MTT à formazana. 
Sendo assim, a quantidade desses cristais presentes pode ser 
quantificada e, a partir dela, é possível estimar a quantidade de células 
viáveis através da absorbância emitida (TAKEUCHI; BABA; SHIGETA, 
1991). 
Para avaliar a capacidade imunomodulatória de uma substância é 
necessário determinar sua citotoxicidade perante a espécie celular 
estudada, a fim de buscar concentrações não tóxicas e potencialmente 
promissoras.  A determinação foi realizada de acordo com a 
metodologia descrita no item 3.6. 
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Os compostos foram diluídos em 10% V/V de DMSO, conforme 
descrito no item 3.5. Estudos relatam que o DMSO é capaz de interagir 
com a membrana e o metabolismo celular, causando danos graves a 
célula (BRAYTON, 1986). Apesar do grau de citotoxicidade dessa 
substância ainda não estar completamente esclarecido, sabe-se 
empiricamente que DMSO pode ser usado em até 10% V/V sem causar 
qualquer dano celular significativo (ÖZ; AYDEMIR; FISKIN, 2012). 
A fim de avaliar a citotoxicidade do DMSO sobre as células SKW 
6.4, realizou-se um ensaio de MTT contendo diferentes concentrações 
dessa substância diluídas no meio adicionado às células, partindo de 
100% - 200μl de DMSO para 100μl de suspensão celular - e chegando a 
5% - 10μl de DMSO diluídos em 190μl de meio RPMI para 100μl de 
suspensão celular. O controle celular desse experimento consistiu em 
uma triplicata de poços contendo somente meio (200μl) e suspensão 
celular (100μl).  
Uma vez estabelecido que 10% de DMSO não se tratava de uma 
concentração tóxica para as células testadas (Figura 8), foram feitos os 
testes de citotoxicidade para os compostos selecionados (Figura 9). 
Inicialmente, com o ensaio de MTT, os ácidos gálico, caféico, 
rosmarínico e elágico se destacaram pela aparente estimulação do 
crescimento das células SKW 6.4, quando incubadas com altas 
concentrações dos compostos (Figura 9). Já os demais compostos, 
mostraram-se citotóxicos ou incapazes de modular o crescimento 
celular nas concentrações testadas (Figura 9). 
 
4.2 Mensuração da secreção de imunoglobulinas por células SKW 
6.4 através do ensaio de ELISA 
 
Ensaios imunoenzimáticos são amplamente utilizados em 
Imunologia para mensurar peptídeos, anticorpos, hormônios, 
metabólitos celulares, entre outras substâncias e destacam-se pela alta 
sensibilidade (WAN et al., 2012).  
Esse método pode ser utilizado como ferramenta analítica para 
controle de qualidade em diversas indústrias (STERN et al., 2010), em 
áreas clínicas (PALTIEL et al., 2005), desenvolvimento farmacêutico 
(DENG et al., 2003), ciência alimentícia (REID; O`DONNELL; DOWNEY, 
2006) e forense (LALOUP et al., 2005), no diagnóstico de doenças 
infecciosas e alérgicas (EL BASHIR; LAUNDY; BOOY, 2003), além de ser 
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descrito na literatura como o método padrão para a pesquisa e 
titulação de anticorpos específicos em amostras biológicas (MADRUGA; 
ARAUJO; SOARES, 2001). 
Além da sua ampla aplicabilidade, a metodologia do ELISA 
caracteriza-se pelo curto tempo de realização, reprodutibilidade, baixo 
custo e utilização de pequeno volume de amostra (MIURA et al., 2008). 
Originalmente descrito por Engvall e Perlmann (1971), este ensaio 
pode ser subdividido em vários tipos: sanduiche, indireto e competitivo 
(IDEXX, 2010). Para a realização do presente trabalho utilizou-se a 
técnica de ELISA tipo sanduiche. 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Curva de citotoxicidade para o DMSO. Células SKW 6.4 foram 
acondicionadas em placa de 96 poços na concentração inicial de 1,25x10
4
 
células/poço e incubadas com diferentes concentrações de DMSO (eixo X) diluídas 
no meio adicionado às células, por 48 horas. Esse experimento teve como controle 
celular poços contendo somente meio RPMI e suspensão celular.  O ensaio de MTT 
foi realizado e a quantidade de cristais formazada foi mensurada e expressa como 
D.O. à 540nm (eixo Y). Resultados representativos de três experimentos 
independentes, correspondente à média + desvio padrão de triplicatas. 
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Figura 9: Curva de citotoxicidade dos compostos testados. Células SKW 6.4 foram 
acondicionadas em placa de 96 poços na concentração inicial de 1,25x104 
células/poço e incubadas com diferentes concentrações dos compostos (A) gálico, 
cinâmico, cumárico e caféico e (B) ferúlico, rosmarínico, elágico e equinocístico 
(eixo X), por 48 horas, sendo o controle celular desse ensaio uma linha da placa 
contendo somente meio e células. O ensaio de MTT foi realizado e a leitura do 
espectrofotômetro é expressa como D.O. à 540nm (eixo Y). Resultados 
representativos de três experimentos independentes, correspondente à média + 
desvio padrão de triplicatas. 
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O método sanduiche consiste inicialmente na fixação, em fase 
sólida, do anticorpo primário específico ao antígeno de interesse, 
seguido da adição da solução problema contendo o antígeno. 
Posteriormente, o anticorpo secundário, que apresenta a mesma 
especificidade do anticorpo primário, conjugado a uma enzima é 
adicionado e, por fim, acrescenta-se o substrato cromógeno, o qual 
permitirá a detecção da amostra por densidade óptica (IDEXX, 2010). 
Na técnica de ELISA sanduiche a cor é diretamente proporcional à 
quantidade do antígeno alvo presente na amostra que, no presente 
trabalho, consiste em anticorpos secretados pelas células SKW 6.4 em 
condições normais de cultura e sob a influência dos compostos 
testados. A mensuração foi realizada de acordo com a metodologia 
descrita no item 3.7. Os resultados obtidos são mostrados na figura 10. 
As mensurações da secreção de imunoglobulinas sob o estímulo 
dos ácidos cinâmico, cumárico, ferúlico e equinocístico corroboraram 
os resultados obtidos no ensaio de MTT (Figura 10B, C, E e H 
respectivamente). Inferem-se duas hipóteses: 1) esses compostos são 
citotóxicos, causando a morte celular em altas concentrações e, 
consequentemente, resultando uma menor titulação de 
imunoglobulinas secretadas; 2) quando em concentrações menores, 
não possuem capacidade modulatória e nem são tóxicos sobre as 
células testadas, apresentando a mesma titulação de imunoglobulinas 
do controle.  
Já os resultados de ELISA para os ácidos gálico, caféico, rosmarínico 
e elágico demonstraram perfis opostos aos obtidos no ensaio de MTT, 
ou seja, enquanto o estímulo celular se mostrou máximo na 
concentração de 10mg/ml, a secreção de imunoglobulinas foi mínima 
nessa mesma concentração (Figura 10A, D, F e G). 
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Inicialmente, acreditou-se que os ácidos gálico, caféico, 
rosmarínico e elágico eram capazes de modular a produção de 
imunoglobulinas sem efeitos tóxicos para as células. Durante a análise 
dos resultados obtidos para essas substâncias, foi levantada a 
possibilidade da interferência dos compostos na redução do MTT, 
gerando resultados falso-positivos. 
Deve notar-se que o ensaio de MTT é uma medida indireta da 
viabilidade celular e que os materiais de ensaio podem também 
aumentar a redução de MTT (EUN; SUH, 2000), que pode ser 
influenciada por diversas condições incluindo: pH ácido (JOHNO; 
TAKAHASHI; KITAMURA, 2010), polifenóis (HAN et al., 2010) e oxigênio 
(MADESH; BALASUBRAMANIAN, 1998). 
Resultados conflitantes da viabilidade e proliferação celular foram 
relatados para estudos de toxicidade usando o ensaio de MTT 
(BELYANSKAYA et al., 2007; KROLL et al., 2008; QU; ZHANG, 2010), pois 
esse ensaio pode superestimar a viabilidade celular ou ser incapaz de 
detectar uma diminuição no número de células e na sua viabilidade 
(WANG; YU; WICKLIFFE, 2011). 
Portanto, caso as condições experimentais influenciem, os ensaios 
de brometo de tetrazólio usados para estimar viabilidade e proliferação 
celular podem não ser tão precisos e confiáveis. Sugere-se que, para os 
ensaios utilizados sob possíveis influências, as estimativas de 
viabilidade e proliferação celular sejam avaliadas com base em outros 
parâmetros (WANG; YU; WICKLIFFE, 2011). 
Como relatado por Han e colaboradores (2010), os polifenóis 
podem influenciar o resultado no ensaio de MTT, pois são capazes de 
reduzir o brometo de tetrazólio diretamente, sem a presença de células 
vivas. 
 A fim de confirmar essa hipótese, foi realizado um ensaio de MTT 
semelhante aos realizados até então. No entanto, os poços continham 
somente compostos e meio, sem células, totalizando 200 µl. Do mesmo 
modo que os experimentos anteriores, uma linha da placa de cultura 
foi destinada para o controle negativo da reação contendo somente 
200 µl de meio. Os resultados podem ser conferidos na figura 11. 
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Figura 11: Avaliação da interferência dos compostos na redução do MTT. Amostras 
dos ácidos gálico, rosmarínico, elágico e caféico foram incubadas somente com 
meio de cultura, sem a presença de células. O controle negativo foi realizado 
somente com meio de cultura. Resultados representativos de três experimentos 
independentes, correspondente à média + desvio padrão de triplicatas. 
 
É possível observar que o gráfico obtido no ensaio de MTT sem 
células (Figura 11) segue exatamente o mesmo padrão do resultado 
alcançado no ensaio com células para esses quatro compostos testados 
(Figura 9A e B), corroborando os resultados encontrados no estudo de 
Han e colaboradores (2010). 
Somente com o ensaio de MTT para os ácidos gálico, caféico, 
rosmarínico e elágico, não foi possível estimar a viabilidade celular, já 
que a leitura em espectrofotômetro mostrou-se falso-positiva. Para 
confirmar o efeito citotóxico dessas quatro substâncias foi realizada 
uma contagem do número de células viáveis, com Azul de Tripan, após 
48 horas de incubação com os compostos. Foram reservados seis poços 
da placa para o controle celular, contendo somente meio e célula. A 
contagem foi realizada em câmara de Neubauer (L. Optik), com 
visualização em microscópio óptico invertido (IX51, Olympus) (Figura 
12). 
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B                                           Ácido caféico 
 
 
C                                            Ácido elágico 
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D                                         Ácido rosmarínico 
 
 
 
Figura 12: Determinação da viabilidade de células SKW 6.4. A viabilidade foi 
determinada pela contagem em câmaras hemocitométricas, na presença de 
corante Azul de Tripan, após 48 horas de incubação com as maiores concentrações 
dos compostos (A) gálico, (B) caféico, (C) elágico e (D) rosmarínico. Resultados 
representativos de três experimentos independentes, correspondente à média + 
desvio padrão de triplicatas. 
 
 
Ao avaliar-se a produção de imunoglobulinas nas concentrações 
falso-positivas desses compostos (Figura 10A, D, F e G), bem como os 
resultados obtidos da contagem celular (Figura 12), é possível inferir 
que, ao invés de apresentarem efeitos imunomodulatórios, essas 
substâncias induzem a morte das células SKW 6.4 quando incubadas 
com altas concentrações e, consequentemente, acarretam redução na 
produção de imunoglobulinas. 
Os compostos fenólicos são reconhecidos principalmente por 
possuir atividade antioxidante (SIMÕES, 2007) devido a sua habilidade 
em “sequestrar” radicais livres (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996), 
além de sua atuação anti-inflamatória (CHEN; TSAI; WU, 1995), 
potencial ação antifúngica (BARROS et al., 2013) e como agente 
protetor contra citotoxicidade induzida por peróxido de hidrogênio 
(NAKAYAMA, 1994). 
Encontra-se na literatura relatos de potenciais efeitos tóxicos dos 
compostos fenólicos em doses altas, podendo agir como mutagênicos, 
geradores de radicais livres, inibidores do metabolismo de hormônios 
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(SKIBOLA; SMITH, 2000), ou ainda causadores de toxicidade 
mitocondrial (GALATI; O’BRIEN, 2004). 
No presente estudo não foi possível verificar nenhuma atividade 
imunomodulatória sobre células SKW 6.4. É importante salientar a 
atividade tóxica dos mesmos, já que todos os compostos se mostraram 
citotóxicos em altas concentrações para a linhagem linfoblastoide 
utilizada. Destaca-se que essas substâncias podem apresentar 
toxicidade específica para os linfócitos B, todavia seriam necessários 
estudos adicionais contemplando diferentes linhagens celulares a fim 
de confirmar essa hipótese. 
Devido à importância associada aos linfócitos B no 
estabelecimento de estratégias terapêuticas, bem como a necessidade 
de desenvolver novos fármacos e a falta de estudos controlados 
utilizando agentes redutores de células B, faz-se necessária a 
continuidade de pesquisas com enfoque na modulação dessas células. 
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5. CONCLUSÕES 
 
 
 O DMSO mostrou-se viável para a solubilização dos compostos 
quando em baixas concentrações; 
 
 
 Os níveis de citotoxicidade dos compostos selecionados foram 
determinados sobre a linhagem SKW 6.4, partindo-se da concentração 
inicial de 10mg/ml, seguida de diluições crescentes na razão 2 até 
0,005mg/ml. Todos os compostos se mostraram citotóxicos até a 
concentração 0,156mg/ml, entretanto os ácidos gálico, cinâmico, 
cumárico e ferúlico não são tóxicos em concentrações menores. Já os 
ácidos caféico, rosmarínico, elágico e equinocístico se mostraram 
tóxicos para a linhagem SKW 6.4 até a menor concentração testada; 
 
 
 O ensaio colorimétrico de MTT mostrou-se inadequado para a 
avaliação da citotoxicidade de parte dos compostos utilizados nesse 
trabalho, uma vez que os valores obtidos na leitura de 
espectrofotômetro refletiram a redução do sal pelos próprios 
compostos e não pelas enzimas celulares; 
 
 
 Nenhuma das substâncias selecionadas apresentou atividade 
imunomoduladora sobre as células e condições experimentais 
empregadas. 
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